
使用 Aunty进行高通量蛋白质稳定性筛选 

简  介 

在蛋白质稳定性检测中，易于使用的检测容器是该实验的关键要素。Aunty凭借

石英 96孔板实现了高分辨率、高灵敏度和自动化功能，使其成为快速、高通量

的稳定性检测平台 (图 1A)。其全光谱荧光可让您选择内源的或基于染料的检测

方法来确定蛋白质的熔解温度。静态和动态光散射 (SLS和 DLS) 并行运行，并

与荧光一起在实验的任何时间点发现聚集体。这三种方法与 Aunty 独有的石英

96 孔板配合使用，每分钟为您提供所有样品的完整蛋白质稳定性信息，并以极

快的速度产生可操作的数据。 

96孔微孔板在高通量检测中任劳任怨。Aunty的 SBS格式 96孔板可最大程度

地提高检测通量并最大程度地减少样品消耗，每个孔仅需 8 µL 样品 (图 1B)。

这些孔蚀刻在石英中，意味着无可挑剔的光学性能和与所有常见生物试剂的化学

兼容性。装载样品后很方便的对板进行密封，保护您的样品免受蒸发和污染。

Aunty支持的温度范围为 15至 95 ℃，升温速率为 0.1-10 ℃/分钟或将样品保

持在某一温度下数小时或数天。得益于 SBS 格式的板，样品输入端口为标准的

8x12排列规格，以及便于控制实验设置和操作的 API端口，Aunty的整个过程 

(从加载样品到运行软件) 均可实现自动化。无论您如何设计实验，Aunty都能提

供无与伦比的数据分辨率，而不会牺牲实验灵活性。 

  

图 1：Aunty (A) 是使用 SBS格式石英 96孔板 (B) 的灵活、自动化友好的、适用稳

定性检测的平台。 



加热溶液中的蛋白质会使它们去折叠，将疏水性氨基酸如色氨酸和酪氨酸暴露在

水环境中。当芳香族氨基酸从疏水性环境转变为水性环境时，它们会改变其荧光

行为——通常荧光最大值会降低，而峰值移动到更高的波长 (图 2)。这被称为

“红移”。随温度递增跟踪这种荧光变化可以监测蛋白质的构象稳定性并确定熔解

温度 (Tm)。您可以使用它对不同制剂、构建体，突变体甚至缀合物的构象稳定性

进行排序。Aunty的石英板，强大的 280 nm激发 LED和高灵敏度分光光度计

使其具有 0.025-300 mg/mL IgG的宽动态检测范围。全光谱荧光检测允许您

检测红移或蓝移，还可以自由使用荧光染料进行差示扫描荧光测定或热位移分析。 

 

图 2：Aunty使用 280 nm LED激发内源蛋白质荧光。随着蛋白质因加热而展开，其

内源荧光 (绿色框) 通常会减少并转移到更长的波长。 

随着蛋白质分子的扩散，它们散射的光强会发生波动 (图 3)。SLS关注的是散射

总散射光强，取决于蛋白质颗粒的分子量和浓度。另一方面，DLS关注的是强度

随时间变化的频率，有助于确定颗粒的流体动力学尺寸、z平均直径、多分散性

和溶液中颗粒大小的分布。当蛋白质聚集时，SLS强度和 z平均直径都会增加。 

Aunty使用高灵敏度光学元件，使 SLS的检测下限达到 50 µg/mL的 IgG，使 

DLS的检测下限达到 0.1 mg/mL的溶菌酶。 



 

图 3：溶液中扩散粒子的光散射强度随时间的波动。SLS是这些强度波动的平均值；

DLS观察散射光强度随时间变化的频率。Aunty在升温实验中同时检测两者，例如，

SLS的聚集起始和 DLS的粒子尺寸变化。 

本技术说明展示了如何将荧光、SLS 和 DLS 与高质量石英 96 孔板和直观的数

据分析软件相结合来进行高通量蛋白质稳定性筛选。 

结  果 

并行检测蛋白质去折叠和聚集是缓冲液、构建体和赋形剂热稳定性筛选的关键。

Aunty 在微量 96 孔板中结合荧光、SLS 和 DLS 检测，让您能够通过实验找到

最佳的蛋白质配方。有时这意味着在不同的赋形剂特性之间找到正确的平衡。例

如，精氨酸是一种常见的赋形剂，它限制蛋白质聚集，但也会驱动蛋白质去折叠

①。Aunty让您评估这些因素对您感兴趣抗体的稳定性有多大影响。Aunty检测 1 

mg/mL 牛 IgG 在含有和不含 500 mM 精氨酸的 PBS 中的 Tm与蛋白质内源荧

光重心均值一阶导数峰的比较 (图 4)。添加精氨酸使 Tm降低 3.5 ℃。含有精氨

酸的牛 IgG的聚集起始温度 Tagg，高于仅在 PBS中的牛 IgG (73.4 vs 68.5 ℃)。

在升温过程中并行进行的 DLS检测数据显示，在 70.2 ℃时，PBS中 IgG流体

动力学直径比基线流体动力学直径增加了 2倍。因此，其 Tsize为 70.2 ℃。含有

精氨酸的 IgG的 Tsize为 72.7 ℃。Aunty的结果很明显：添加精氨酸会延迟这种

多克隆抗体的聚集，但会加速其去折叠。叠加图表可让您更直观的比较结果，并



得出关于突变体、修改后、结合后或不同条件下稳定性的正确结论。 

 

图 4：将 PBS中的 1 mg/mL牛 IgG (绿色) 或含有 500 mM精氨酸的 PBS (蓝色) 以 

1 ℃/分钟的速率从 25 ℃加热至 95 ℃。使用 Aunty的 Tm和 Tagg (包括粒径应用程序) 

每 30秒测量一次荧光 (左)、SLS (中) 和 DLS (右)。Tms、Taggs和 Tsizes (垂直线) 分

别根据荧光差异中的峰值 (虚线) 和 SLS强度和 z平均直径的持续增加来分展示。图

表代表三份重复。 

生物制剂表征的主要目标是最大限度提高通量，同时最大限度减少样品消耗，但

高质量的准确度和精密度同样重要。在 Aunty上测定的 PBS中 1 mg/mL牛 IgG

的 96个重复样品的 Tm平均为 70.8 ℃，CV为 0.8% (图 5)。同时测定的 Tagg平

均为 67 ℃，CV 为 1.1%。Aunty 展现优秀的重复性毫不费力；其 Tm的 CV≤

2%，加热精度为±0.1 ℃。 

 

图 5：将 96个 1 mg/mL牛 IgG重复样品放入 Aunty板中，以 1 ℃/分钟的速度从

25 ℃加热至 95 ℃。使用 Aunty的 Tm和 Tagg应用程序每分钟进行一次荧光和 SLS测

量。图中显示了每个重复样品的 Tm和 Tagg。 

使用 Aunty 识别稳定的生物制剂和配方非常简单。当您使用 Aunty 的分析软件



绘制 Tm与 Tagg的图表时，您可以立即判断哪些样品具有良好的构象稳定性、胶

体稳定性或两者兼而有之。您还可以看到每个样品的重复样品之间的差异，让您

确信自己做出了正确的选择。 

在单次 Tm＆Tagg实验中，以 4-8次重复和默认设置运行了 PBS中 1 mg/mL抗

体与各种赋形剂的 7 种组合 (图 6)。所有重复的 Tm和 Tagg的 CV 均小于 2%。

不含赋形剂 (紫色) 的 PBS 中的曲妥珠单抗生物仿制药具有最高的 Tm和 Tagg，

而 PBS (灰色) 中的 pembrolizumab生物仿制药具有最低的 Tm和 Tagg。向曲妥

珠单抗生物仿制药 (浅蓝色) 中添加 NaCl对其 Tagg几乎没有影响，但将其 Tm降

低了 2.6 ℃。因此，NaCl很可能是曲妥珠单抗的不合适赋形剂。然而，相对于

单独 PBS的牛 IgG溶液 (深蓝色)，向 PBS (黄色) 中牛 IgG添加 NaCl不会显

著改变其 Tm，但会使其 Tagg增加 2.8 ℃。与曲妥珠单抗不同，NaCl可以稳定这

种牛 IgG。任何生物制剂都有自己的配方偏好，Aunty 的全石英 96孔板使其成

为极快的高通量工具，可以迅速找到生物制剂的配方偏好。 

 

图 6：在 25-95 ℃，以 1 ℃/分钟的速度加热含有激动剂的 PBS中的 1 mg/mL抗

体。使用 Aunty的 Tm & Tagg应用程序进行荧光和 SLS检测。图中显示了每个重复的

Tm和 Tagg。 



结  论 

Aunty 是蛋白质稳定性的王者，它结合了全光谱荧光、高灵敏度 SLS和 DLS、

精确的热控制和 96孔 SBS板。Aunty可最大限度地提高您的检测通量，同时将

样品消耗量降至每孔仅 8 µL。快速的读取速度和前所未有的数据分辨率让您可

以看到候选物的完整稳定性信息。所有 3种检测方法都可以一起或单独运行，对

一个或多个样品进行检测，因此可以根据您的需要量身定制实验。温度测量具有

高度可重复性，Tm CV ≤2%，温度精度为±0.1 ℃。通过结合 Tm、Tagg和 Tsize，

您将快速完成任意数量的重复，并快速识别具有最佳稳定性特征的样品，以加速

可开发性和配方筛选。所有这些都缩短了将新型、拯救生命的疗法带入临床所需

的时间。 
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